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Resumo  
Introdução: A análise de micronúcleos nas células epiteliais exfoliadas da 
mucosa oral permite aferir, de forma minimamente invasiva, o dano genotóxico 
induzido às células bucais, por agressões locais ou patologias sistémicas, como 
é o caso da Anorexia Nervosa e Bulimia Nervosa.  
Objetivos: Pretende-se avaliar a eventual relação entre a presença de dano 
genotóxico da mucosa oral, com a existência de alterações fisiopatológicas 
decorrentes da Anorexia Nervosa e Bulimia Nervosa, nomeadamente a restrição 
alimentar ou outros comportamentos compensatórios típicos. 
Metodologia: O estudo incluiu uma amostra de 29 voluntárias do sexo feminino, 
12 diagnosticadas com Anorexia Nervosa e 6 com Bulimia Nervosa, 
acompanhadas na Consulta de Comportamento Alimentar do Centro Hospitalar 
de São João no Porto. 11 voluntárias sem história de perturbações de 
comportamento alimentar constituíram o grupo de controlo. Previamente à 
avaliação clínica foi solicitado o preenchimento de um questionário para recolha 
de dados, elaborado pela equipa de investigação e recolhidos esfregaços da 
mucosa oral. Todas as participantes foram avaliadas pelo investigador principal, 
nas instalações do Serviço de Psiquiatria e Saúde Mental, sob as mesmas 
condições. Foram avaliadas 1000 células por cada amostra, coradas com o 
método de Feulgen, sendo a avaliação realizada com recurso a microscópio ótico 
e ampliação total de 400x. 
Resultados: As doentes apresentaram frequências de micronúcleos 
significativamente superiores aos controlos, independentemente da presença de 
hábito de indução de vómito. Das restantes alterações avaliadas na análise 
citológica, não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre 
grupos. 
Conclusão: Os resultados obtidos sugerem a existência de um potencial 
genotóxico sistémico, decorrente da má nutrição crónica e comportamentos 
compensatórios destas perturbações de comportamento alimentar, sendo 
necessários mais estudos para aferir as consequências alongo prazo e a sua 
importância, em termos clínicos. 
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Palavras-chave: “Micronúcleos”; “Anorexia Nervosa”; “Bulimia Nervosa”; 
“Mucosa Oral”; “Citologia exfoliativa”; “Dano ADN” 
Abstract 
Introduction:  The buccal micronucleus cytome assay is a minimally invasive 
procedure for the assessment of genotoxic damage, induced to buccal cells by 
local injuries or systemic diseases, such as Anorexia Nervosa or Bulimia 
Nervosa.  
Objectives: The aim of this work was to evaluate the relation between the 
presence of genotoxic damage on the oral mucosa, with the existence of 
pathophysiological changes resulting from Anorexia Nervosa and Bulimia 
Nervosa, including food restriction or other typical compensatory behaviors. 
Methodology: The study included a sample of 29 female volunteers, 12 
diagnosed with Anorexia Nervosa and 6 with Bulimia Nervosa, accompanied in 
the Feeding Behavior Consultation in Hospital de São João, Porto. 11 volunteers 
with no history of eating behavior disorders constituted the control group. A 
questionnaire, prepared by the research team, was filled and smears of oral 
mucosa were collected. All participants were assessed by the principal 
investigator on the facilities of Psychiatry and Mental Health Service, under the 
same conditions. Cytological samples were stained with Feulgen and 1000 cells 
for each case were evaluated using an optical microscope (total magnification of 
400x). 
Results: The study group had significantly higher micronucleus frequencies than 
the controls, regardless of the presence of purgatory habits. There were no 
statistically significant differences between groups in the remaining cell 
alterations evaluated in cyotological analysis.  
Conclusion: The results suggest the possible existence of a systemic genotoxic 
potencial of chronic malnutrition and compensatory behaviors in these eating 
disorders. More research is needed to access the long-term consequences and 
their real clinical importance. 
Key-words: “Buccal Micronucleus Cytome Assay”; “Anorexia Nervosa”; “Bulimia 
Nervosa”; “Oral Mucosa”; “Exfoliated cells”; “DNA damage”. 
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I. Introdução 
 
Desde 1937, que a frequência de micronúcleos (MN) têm sido utilizada 
como marcador para a avaliação do dano genómico em condições basais (1). 
Esta aferição é um importante biomarcador do dano genético causado por 
poluentes ambientais, estilo de vida e defeitos geneticamente herdados nos 
mecanismos de reparação do ADN (2).  
Os MN são cromossomas inteiros, que não integraram as células 
descendentes, devido a um atraso na anáfase; ou são o resultado de  fragmentos 
resultantes da fratura dos cromossomas (1). Os primeiros originam MN maiores 
com centrómero positivo, e indicam defeitos genotóxicos aneuploidogénicos (1). 
A sua formação é induzida por substâncias que quebram os cromossomas, os 
clastogenes, ou por agentes que afetam o fuso mitótico (2). 
Microscopicamente, são identificáveis como uma massa de cromatina 
citoplasmática, redonda ou oval, que se encontra nas proximidades do núcleo (2). 
Inicialmente eram analisados nos linfócitos periféricos, obtidos a partir de 
amostras sanguíneas, o que tornava este método de avaliação mais invasivo (3). 
Atualmente, o teste para deteção e contagem de MN é facilmente aplicado 
a qualquer tecido em divisão, como o epitélio oral, permitindo medir o dano 
genómico in vivo (3-5). Teoricamente, como as células epiteliais da cavidade oral 
apresentam um turnover de 7 a 21 dias, é possível observar os efeitos genotóxicos 
de exposições agudas a agentes mutagénicos (2). Para além do epitélio oral, 
podem ser igualmente quantificados nos eritrócitos, linfócitos e outras células 
epiteliais exfoliadas, como as do urotélio ou do epitélio nasal (3, 5). 
A recolha de células da mucosa oral é o método menos invasivo, em 
comparação com a recolha de amostras sanguíneas e a biópsia de tecidos (3). 
As principais desvantagens deste teste incluem a grande variabilidade 
inter-laboratorial e a aplicação de diferentes protocolos na coloração e 
classificação (6, 7). 
Diversas patologias sistémicas apresentam uma frequência aumentada 
de micronúcleos, detetáveis nas células da mucosa oral. A diabetes mellitus (8), 
a doença de Alzheimer (9), a síndrome de Down (10), o lúpus eritematoso 
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sistémico (11), a doença de Behçet (12) e a amigdalite crónica (13), são 
exemplos destas patologias. 
A evidência científica tem demonstrado relação significativa entre a 
elevada frequência de MN e o cancro da cabeça e pescoço (7). Contudo, ainda 
se desconhece se a frequência de MN num determinado tecido, como o epitélio 
oral, é um fator preditivo do risco de cancro específico para esse tecido, ou se o 
risco poderá ser extrapolado para outras regiões do corpo humano (3). Verifica-
se também que elevadas frequências de MN foram detetadas em lesões 
potencialmente malignas, como fibrose submucosa e leucoplasias (14). Yildirim et 
al. (2006) verificaram também um aumento significativo de MN em doentes 
oncológicos, antes e durante a quimioterapia (15). Assim, a eventual associação 
entre a elevada frequência de MN e o processo de carcinogénese, anterior à 
transformação maligna, pode vir a ser utilizada na deteção precoce do cancro. 
A associação entre a frequência elevada de MN e outras patologias, como 
os distúrbios alimentares, tem também vindo a ser avaliada.  
A anorexia Nervosa (AN) e a Bulimia Nervosa são classificadas como 
Perturbações do Comportamento alimentar (PCA) e caracterizadas pelos 
comportamentos de restrição ao seu consumo. (16) A principal característica que 
distingue a BN da AN é que, na primeira, verificam-se tentativas de restrição 
alimentar pontuadas por repetidos impulsos para ingerir alimentos de forma 
descontrolada, com a ingestão de elevada quantidade de alimentos. Na maior 
parte das vezes estes episódios são seguidos de um vómito auto-induzido 
compensatório ou utilização de laxantes.(17) Na AN há uma perda de peso 
voluntária e induzida pelo próprio doente, mantendo valores de Índice de Massa 
Corporal (IMC) inferiores a 17,5 Kg/m2. Subdivide-se em Anorexia Restritiva 
quando não há indução de vómito ou então Anorexia Purgativa quando este hábito 
está presente (16, 17). 
Na BN temos comportamentos compensatórios regulares com a finalidade 
de eliminar excesso de calorias consumidas de forma descontrolada e excessiva 
(Binge Eating). O IMC é sempre superior a 17,5 kg/m2. Subdivide-se em Bulimia 
Nervosa Purgativa quando existem hábitos purgativos associados e em Bulimia 
Nervosa não Purgativa quando temos apenas Binge Eating, associada a 
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comportamentos compensatórios como o excesso de exercício físico ou tentativas 
de restrição alimentar.(16, 17) 
Relativamente aos doentes com Anorexia Nervosa e Bulimia Nervosa é 
sabido que adotam comportamentos de ingestão alimentar inadequada e hábitos 
compensatórios, como a indução do vómito ou a utilização de diuréticos, para 
induzir a perda de peso. Estes comportamentos provocam um stress corporal 
extremo e induzem danos no ADN (5). A má nutrição, mantida e prolongada, 
pode causar problemas significativos e semelhantes aos provocados pela 
exposição ambiental a agentes genotóxicos (5, 18). Schiffi et al. (1997) 
demonstraram uma relação entre o aumento de MN e a prática exaustiva de 
exercício físico (19). A utilização de diuréticos, como a hidroclorotiazida e a 
furosemida, por parte destes doentes também demonstrou efeitos genotóxicos 
(20, 21).  
Este estudo visa assim avaliar a eventual existência de uma relação entre 
a AN e/ou a BN, e o dano genotóxico na mucosa oral. Recorreu-se, para este 
efeito a uma análise citológica de células bucais exfoliadas do epitélio oral. 
  
6 
 
II. Material e Métodos 
 
Considerações Éticas 
 
O presente estudo de investigação obteve a aprovação da Comissão de 
Ética para a Saúde (CES), do Centro Hospitalar de São João no Porto (CHSJP) 
(Anexo I), e autorização do diretor da Clínica de Psiquiatria e Saúde Mental do 
CHSJP (Anexo II). 
  
Grupos de estudo 
 
 Desde 8 de março a 18 de abril de 2016, 21 doentes, frequentadores da 
consulta externa do CHSJ-CCA, no Serviço de Psiquiatria e Saúde Mental do 
CHSJP, foram convidados a participar neste estudo. O convite foi endereçado 
pelo investigador principal e pelo(a) médico(a) psiquiatra responsável pelo 
acompanhamento do doente, sendo a participação condicionada aos critérios de 
inclusão e de exclusão definidos pela equipa de investigação (Tabela I). Com 
base nestes critérios 18 doentes (85,71%) foram incluídas no grupo de estudo, 
sendo que 2 (9,52%) foram excluídas por apresentarem idade superior a 45 
anos, 1 (4,76%) por não apresentar atualmente sinais agudos de PCA, e 1 
(4,76%) por utilizar aparelho ortodôntico fixo. 
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Tabela I Critério de Inclusão e Exclusão das Participantes com AN e BN 
Critérios de Inclusão Sexo Feminino. 
Idade Compreendida entre os 17 e 45 anos. 
Diagnóstico atual de Bulimia Nervosa ou Anorexia 
Nervosa. 
A frequentar a CHSJ-CCA no Serviço de Psiquiatria e 
Saúde Mental do CHSJP. 
 
 
 
Critérios de Exclusão 
Idade superior a 45 anos 
Fumadora 
Consumo e bebidas alcoólicas nos últimos 21 dias 
Sem autonomia para preencher o consentimento 
informado. 
Aparelho de ortodontia fixo ou outra fonte de trauma 
crónico para a mucosa jugal. 
Não apresentar sinais agudos de PCA 
Ausência de patologia oncológica ou doença 
neurodegenerativa  
Ausência de patologia inflamatória/infeciosa aguda  
Ausência de história de exposição a agentes 
carcinogénicos químicos ou a radiação  
 
 
Desde 8 de março a 26 de abril de 2016 foram convidadas, pelo 
investigador principal, 12 participantes para integrar o grupo de controlo, 
obedecendo aos critérios de inclusão e exclusão definidos pela equipa de 
investigação (Tabela II). Destas, 12 (100%) responderam e aceitaram participar 
no estudo. 1 participante (8,33%) foi, posteriormente, excluída do grupo de 
controlo por se encontrar em tratamento para a apneia obstrutiva do sono, com 
um equipamento de pressão positiva contínua (CPAP), com interface oronasal. 
Estes voluntários foram submetidos ao questionário EDE-Q (Anexo V) para 
despistar história presente ou passada de distúrbio alimentar. Nenhum dos 
participantes foi excluído com base nos resultados do questionário. Foram 
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também submetidos ao mesmo questionário que os elementos do grupo de 
estudo, excetuando as perguntas 3 a 7 que eram destinadas apenas aos 
elementos do grupo com distúrbios alimentares. 
 
Tabela II Critério de Inclusão e Exclusão das Participantes do grupo de Controlo 
Critérios de Inclusão Sexo Feminino. 
Idade Compreendida entre os 18 e 35 anos. 
Autonomia legal para compreender as características do 
estudo e assinar o consentimento informado 
 
 
 
Critérios de Exclusão 
Fumadora. 
Consumo e bebidas alcoólicas nos últimos 21 dias. 
Aparelho de ortodontia fixo ou outra fonte de trauma 
crónico para a mucosa jugal. 
História passada ou atual de PCA. 
Risco de sofrer de PCA. 
Ausência de patologia oncológica ou doença 
neurodegenerativa  
Ausência de patologia inflamatória/infeciosa aguda  
Ausência de história de exposição a agentes 
carcinogénicos químicos ou a radiação 
 
As 29 participantes foram divididas em dois grupos principais, um de 
doentes com distúrbios alimentares (n= 18) e outro de pacientes sem historial de 
PCA, o grupo controlo (n= 11). Posteriormente, o primeiro grupo foi dividido em 
4 subgrupos consoante o diagnóstico atual de AN ou BN:  
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Tabela IIIII Grupos de Estudo e subgrupos 
 
 
 
 
Grupo DA 
 
 
 
Doentes com 
Distúrbios 
Alimentares (n=18) 
 
Doentes com 
Anorexia 
Nervosa 
(n=12) 
Doentes com 
Anorexia Nervosa 
restritiva (n=8) 
Doentes com 
Anorexia Nervosa 
purgativa (n=4) 
 
Doentes com 
Bulimia 
Nervosa (n=6) 
Doentes com 
Bulimia Nervosa 
purgativa (n=4) 
Doentes com 
Bulimia Nervosa 
não purgativa 
(n=2) 
Grupo CT Grupo de Controlo 
(n=11) 
  
 
As doentes com diagnóstico de ANP e as com diagnóstico de BNP, 
apresentam história atual de indução do vómito, e foram incluídas num subgrupo 
designado de Grupo de Indução de Vómito (IV) (n=8). Estabeleceu-se como 
critério para considerar os hábitos purgativos passados, quando estes não se 
verificaram nos últimos 30 dias. 
 
Procedimento de recolha de amostras adaptado de Thomas et al (22): 
 
Material utilizado: Cervex Brush®, Luvas, Máscara, Copos de plástico, 
frasco de recolha com fixador de Saccomano. 
Após o preenchimento do questionário, foi solicitado às participantes que 
bochechassem duas vezes com água, procedendo-se desta forma para a 
eliminação de macrodetritos da cavidade oral. De seguida as células exfoliadas 
da mucosa oral foram recolhidas utilizando um Cervex Brush®. Durante a 
exfoliação é realizado um movimento circular em expansão, para aumentar a 
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área de recolha e para evitar a erosão contínua de uma única região da mucosa 
oral. Este procedimento é realizado na parte interior das bochechas, e de ambos 
os lados, para maximizar a recolha de células e para eliminar possibilidade de 
ter ocorrido algum evento unilateral. 
 
Processamento das amostras 
 
 As amostras foram entregues, no próprio dia de recolha, pelo investigador 
principal no Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do 
Porto (IPATIMUP) onde foram processadas segundo o protocolo de Thomas et 
al. (2009) (22) e coradas com a coloração de Feulgen (Anexo XII). 
 
Protocolo de observação das Lâminas 
 
As lâminas foram observadas individualmente no microscópio ótico 
(Olympus® CX31 com camara DP25), no Serviço de Anatomia Dentária da 
FMDUP. Foi utilizada uma ampliação total de 400x. Em cada lâmina foram 
contadas 1000 células, usando os critérios descritos na Tabela IV.  
Os critérios de análise das lâminas são baseados naqueles descritos por 
Tolbert et al(1991) (23). Estes critérios destinam-se a classificar as células bucais 
em categorias que as distinguem entre células normais e células com alterações, 
com base nas características citológicas e nucleares que podem ser indicativas 
de dano no ADN, falha na citocinese ou então, morte celular. As características 
morfológicas de cada tipo celular encontram-se descritas na Tabela IV. As 
células Basais e as Diferenciadas são consideradas normais. As células 
binucleadas indicam uma falha na citocinese e aumento da suscetibilidade à 
aneuploidia. As células com condensação da cromatina, picnóticas, em 
Cariorréxis ou Cariólise representam, por esta ordem, diferentes estádios de 
morte celular (22, 24). A presença de nuclear buds, tal como a existência de 
micronúcleos, são marcadores de genotoxicidade (25). 
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Figura 1 Diferentes tipos celulares observados ao microscópio ótico. Coloração de Feulgen a 400x de 
ampliação. A:Célula Basal; B: Célula Diferenciada; C:Célula Binucleada; D: Célula com Condensação da 
Cromatina; E:Célula em Picnose; F: Célula em Cariorréxis; G: Célula em Cariólise; H: Nuclear Bud 
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Os MN são normalmente observados e caracterizados em células de 
transição ou em células completamente diferenciadas, no entanto também 
podem ocorrer em células basais. Células com condensação da cromatina, 
cariorréxis ou picnóticas não são avaliadas relativamente à presença de MN 
para evitar confusões com corpos apoptoticos do núcleo em desintegração (7, 
24). 
 
Figura 2 Célula com micronúcleo, observada ao microscópio ótico. Feulgen a 400x de ampliação 
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Tabela IIV Caraterísticas morfológicas dos diferentes tipos de células 
Tipo Celular Características Morfológicas 
Basal Rácio núcleo:citoplasma superior ao observado numa 
célula diferenciada; 
Mais pequenas e ovais que células diferenciadas; 
Núcleo Uniformemente Corado; 
Citoplasma corado com um verde mais escuro que as 
células diferenciadas. 
 
Diferenciada Rácio núcleo:citoplasma menor ao observado numa 
célula basal; 
Mais angulares e achatadas que as células basais. 
Núcleo redondo uniformemente corado. 
Micronucleada Presença de núcleo principal e micronúcleos 
Micronúcleos usualmente com 1/3 a 1/16 do tamanho 
do núcleo principal; 
Localizam-se no citoplasma das células. 
Nuclear Bud Núcleo principal com uma constrição aguda formando 
um bud 
Bud aderido ao núcleo principal; 
Bud com uma coloração semelhante ao núcleo 
principal; 
Diâmetro do Bud varia de entre ¼ a ½ do núcleo 
principal. 
Binucleada Células com dois núcleos principais. 
Núcleos de tamanho semelhante e com coloração de 
intensidade similar. 
Cromatina 
Condensada 
Núcleo mostra áreas de cromatina agregada; 
Áreas distintas do núcleo são mais intensamente 
coradas; 
Núcleo exibe padrão estriado. 
Cariorréxis Núcleo com a cromatina extensamente agregada; 
Fragmentação nuclear pode ser evidente. 
Picnótica Célula com um núcleo pequeno com um diâmetro 1/3 
a 2/3 do tamanho de um núcleo normal. 
Núcleo com uma coloração uniforme e muito intensa.  
Cariólise  Núcleo sem DNA. 
Núcleo não é corado pelo Feulgen. 
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Tabela V Critérios de Identificação de Micronúcleos 
Critérios de identificação de Micronúcleos(24) 
1- Forma redonda ou oval; 
2- Feulgen-positivos; 
3- Mesma textura do núcleo principal; 
4- Mesma intensidade de corante do núcleo principal; 
5- Ausência de união ao núcleo principal; 
6- Tamanho que varia de 1/3 a 1/6 do núcleo principal 
7- Limites claramente distinguíveis do núcleo principal 
 
 
Análise Estatística 
 
 Para realizar a análise estatística dos dados recorreu-se ao software 
SPSS Statistics 23.0. 
Aplicou-se o Teste U de Mann-Whitney para analisar e comparar as 
variáveis: “nº de células basais”; “nº de células diferenciadas”; “nº de células 
binucleadas”; “nº de células em picnose”; “nº de células em Kayólise”; “nº de 
células em Cariorréxis”; “nº de Nuclear Buds” e “frequência de Micronúcleos” 
entre os diferentes grupos de estudo. Considerou-se que não se verificava 
homogeneidade das variáveis sempre que p < 0,05. 
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III. Resultados 
 
 O estudo incluiu 29 participantes. Onze (37,9%) constituíram o grupo de 
controlo, e dezoito (62,1%) constituíram o grupo com distúrbios alimentares. A 
avaliação dos resultados do EDE-Q não levou à exclusão de nenhum 
participante do grupo de controlo. 
 A média de idades no grupo de controlo foi de 24,37 ± 4,99 anos com 
idades compreendidas entre os 20 e 35 anos, ao passo que no grupo com 
distúrbios alimentares, a média foi de 26,39 ± 8,81 anos, com idades 
compreendidas entre os 17 e 43 anos. 
 O IMC médio dos participantes do grupo controlo foi de 21,18 ± 2,19 Kg/m2 
variando entre os 18,25 e os 25,85 Kg/m2. Por sua vez no grupo com distúrbios 
alimentares o IMC médio foi de 18,61 ± 4,81 Kg/m2 variando entre 13,33 e 31,18 
Kg/m2. 
 Das 18 constituintes do grupo com distúrbios alimentares, 8 (44,44%) 
apresentavam história atual de indução de vómito e 2 (11,11%) apresentavam 
história passada de indução de vómito. Das 8 doentes com hábitos atuais 
purgativos, 4 (50%) apresentavam diagnóstico atual de Anorexia Nervosa 
Purgativa enquanto que 4 (50%), apresentavam diagnóstico atual de Bulimia 
Nervosa Purgativa. 
 Em termos de outras doenças sistémicas, o grupo DA apresentava 
ansiedade (n=6), azia (n=3), arritmia (n=2), dores nos ossos (n=3), depressão 
(n=4) e refluxo gástrico (n=1). Nove (50%) das doentes tomava medicação 
diariamente, sendo que os ansiolíticos correspondem à classe de fármacos mais 
utilizada (n=7), seguindo-se outros psicofármacos (n=6) e apenas uma 
participante tomava anticontraceptivo oral (n=1).   
 O grupo CT apresentava apenas uma voluntária com patologia sistémica, 
nomeadamente artrite indiferenciada (n=1), sendo que a voluntária com Apneia 
do Sono foi excluída da amostra devido à terapêutica com máscara oronasal que 
efetuava. Em termos de medicação, 2 voluntárias (18,18%) referiram tomar 
ansiolíticos, mas não diariamente. 11 participantes (100%) afirmaram tomar 
diariamente anticontraceptivos orais.  
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 Dentro do grupo IV (n=8), quando inquiridas sobre a frequência de 
indução de vómito, 2 (25%) afirmaram fazê-lo menos de 1 vez por dia, 5 (62,5) 
afirmaram induzir o vómito 1-2 vezes por dia, enquanto 1 (12,5%), realiza o 
hábito purgativo 3-4 vezes por dia.   
 Quando inquiridas sobre a utilização de laxantes e/ou diuréticos com 
objetivo de perder peso, 5 (27,8%) doentes do grupo DA afirmaram nunca o ter 
feito, ao passo que 13 (72,2%) indicaram já ter recorrido a estes fármacos. 
   
Figura 3 Ilustração gráfica da média e desvio-padrão de frequência de micronúcleos em função do 
diagnóstico. 
 
 
 
Na avaliação da frequência de MN foram encontradas médias de 1,05 ± 
0,25; 1,98 ± 0,41 e 1,63 ± 0,67 para os grupos de Controlo, AN e BN, 
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respetivamente (Figura 3), o que corresponde a um aumento de 78,55±103,12% 
no grupo DA relativamente ao grupo CT (Tabela VIII). 
 
   
Figura 4 Ilustração gráfica da média e desvio-padrão da frequencia de micronucleos em função do hábito 
purgativo. 
 
 
 
 Foram encontradas médias de frequência de micronúcleos de 1,86±0,51; 
1,20±0,00; 2,05±0,45 para os grupos “Induz Vómito Atualmente”, “Induz Vómito 
Passado” e “Nunca Induziu Vómito”, respetivamente (Figura 4). 
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Tabela VI Resultados da análise citológica ao Grupo Controlo (n=11) 
 
 
 Na análise citológica ao grupo CT, num total de 1000 células, 
encontraram-se uma média de 151,45±47,38 e 723,09±40,67 células normais 
correspondentes, respetivamente a células basais e a diferenciadas. 
 Em termos de marcadores de morte celular, o tipo celular mais frequente 
foram as células com condensação de cromatina, com uma média de 
55,73±23,26 células por amostra. Este tipo citológico corresponde às fases 
iniciais do processo de morte celular, sendo que os tipos correspondentes às 
fases mais avançadas apresentaram médias mais reduzidas (Tabela VI). 
  
 
Nº CB Nº CD Nº 
CBN 
Nº CP Nº 
CCC 
Nº CK Nº 
CKh 
Nº 
CNB 
Frequência 
MN  
          
Minimo 64 644 2 8 29 0 11 3 0,8 
Percentil 
25% 
128,5 696 5 13 43,5 2,5 12,5 3,5 0,8 
Mediana 155 731 7 16 49 6 16 5 1,1 
Percentil 
75% 
172 740 9 27 60,5 8,5 21,5 7 1,2 
Máximo 226 796 10 36 103 13 51 8 1,6 
Média 151,45 723,09 6,91 19,73 55,73 6,00 21,18 5,36 1,05 
Desvio-
padrão 
47,38 40,67 2,67 9,41 23,26 4,07 13,50 1,96 0,25 
Erro-padrão 14,29 12,26 0,80 2,84 7,01 1,23 4,07 0,59 0,08 
Int. 
Confiança 
95% 
28,00 24,03 1,57 5,56 13,75 2,41 7,98 1,16 0,15 
Limite Sup 
95% IC 
179,45 747,12 8,48 25,29 69,48 8,41 29,16 6,52 1,20 
Limite Inf 
95% IC 
123,46 699,06 5,34 14,16 41,98 3,59 13,20 4,20 0,90 
  
 CB= Células Basais; CD= Células diferenciadas; CBN= Células Binucleadas; CCC= Células com 
condensação de cromatina; CK= Células em Cariólise; CKh= Células em Cariorréxis ; CNB= Células 
com nuclear buds  ;IC= Intervalo de confiança 
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Tabela VII Resultados da análise citológica ao Grupo de Distubios Alimentares (n=18) 
 
 
Na análise citológica ao grupo DA, num total de 1000 células, 
encontraram-se uma média de 127,39±41,47 e 713,94±67,75 células normais 
correspondentes, respetivamente a células basais e a diferenciadas. 
 Em termos de marcadores de morte celular, o tipo celular mais frequente 
foram as células com condensação de cromatina, com uma média de 
66,56±29,21 células por amostra. Este tipo citológico corresponde às fases 
iniciais do processo de morte celular, sendo que os correspondentes às fases 
mais avançadas apresentaram médias mais reduzidas, tal como verificado para 
o grupo CT. Destaque para a média superior das células em Cariorrhéxis, 
27,11±19,67 células, relativamente ao estádio anterior do processo de morte 
celular, e das Células Picnóticas, com uma média de 26,28±9,80 células (Tabela 
VI). 
 
 
 Nº CB Nº CD Nº 
CBN 
Nº 
CP 
Nº 
CCC 
Nº 
CK 
Nº 
CKh 
Nº 
CNB 
Frequência 
MN  
          
Minimo 48 604 3 9 23 0 1 1 1 
Percentil 
25% 
102 669 7 20 47,5 3 13,5 4 1,6 
Mediana 123,5 700 9 27 60,5 3 22 5,5 1,8 
Percentil 
75% 
152,5 768 12,75 32,75 85 5 36,75 6 2,125 
Máximo 218 840 14 48 124 27 71 13 3 
Média 127,39 713,94 9,22 26,28 66,56 5,44 27,11 5,44 1,87 
Desvio-
padrão 
41,79 67,75 3,44 9,80 29,21 6,31 19,67 3,09 0,52 
Erro-
padrão 
9,85 15,97 0,81 2,31 6,89 1,49 4,64 0,72 0,12 
Int. 
Confiança 
95% 
58,85 329,82 4,26 12,14 30,75 2,56 12,52 2,52 0,86 
Limite 
Sup 95% 
IC 
186,24 1043,76 13,48 38,42 97,30 7,96 39,64 7,96 2,73 
Limite Inf 
95% IC 
68,54 384,13 4,96 14,14 35,81 2,93 14,59 2,93 1,00 
          
 CB= Células Basais; CD= Células diferenciadas; CBN= Células Binucleadas; 
CP= Células Picnóticas; CCC= Células com condensação de cromatina; CK= 
Células em Cariólise ; CKh= Células em Cariorréxis ; CNB= Células com nuclear 
buds ; IC= Intervalo de confiança 
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Tabela VIII Variação dos resultados da análise citológica no grupo DA em relação ao grupo CT 
Variável Grupo DA Variação da média Variação 
do DP 
Nº CB Diminuição -15,89% 11,79% 
Nº CD Diminuição -1,26% 66,59% 
Nº CBN Aumento +33,48% 29,16% 
Nº CP Aumento +33,21% 4,07% 
Nº CCC Aumento +19,43% 25,57% 
Nº CK Diminuição -9,26% 54,82% 
Nº CKh Aumento +27,99% 45,62% 
Nº CNB Aumento +1,51% 57,45% 
Frequência MN Aumento +78,55% 103,12% 
Valores apresentados para um total de 1000 células. 
 
 Globalmente, no grupo DA, foi observado uma diminuição do número de 
células normais (CB e CD) comparativamente com aas amostras do grupo de 
controlo, bem como de uma diminuição do número de células em cariólise (-
9,26±54,82%),o estadio mais avançado de morte celular (Tabela VIII). 
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Tabela IXX Resultados da análise estatística - Teste de Mann-Whitney - comparando os resultados da 
análise citológica entre Grupo de Controlo (n=11) e Grupo de Distúrbios Alimentares (n=18) 
 
 
Foi encontrado um aumento estatisticamente significativo (p< 0,0001) 
(Tabela IX) na frequência de micronúcleos no grupo de doentes, relativamente 
ao grupo de controlo. Não foram encontradas diferenças significativas (p> 0,05) 
(Tabela IX) relativamente aos restantes resultados da avaliação citológica.  
  
 CB CD CBN CP CCC CK CKh CNB MN 
          
Média 
Rankings 
Controlo 
17,86 16,14 11,59 11,82 12,86 16,64 13,36 15,41 7,09 
Soma 
Rankings 
Controlo 
196,50 177,50 127,50 130,00 141,50 183,00 147,00 196,50 78,50 
Média 
Rankings 
Doentes 
13,25 14,31 17,08 16,94 16,31 14,00 16,00 14,75 19,81 
Soma 
Rankings 
Doentes 
238,50 257,50 307,50 305,00 293,50 252,00 288,00 265,50 356,50 
U Mann-
Whitney 
67,50 86,50 61,50 64,00 75,50 81,00 81,00 94,50 12,00 
Z -1,42 -0,56 -1,70 -1,58 -1,01 -0,82 -0,81 -0,20 -3,93 
P 0,157 0,57 0,09 0,12 0,29 0,41 0,42 0,84 0,00 
  
 CB= Células Basais; CD= Células diferenciadas; CBN= Células Binucleadas; CCC= Células com 
condensação de cromatina; CK= Células em Cariólise ; CKh= Células em  Cariorréxis ; CNB= Células 
com nuclear buds; MN= Micronucleo ;IC= Intervalo de confiança 
22 
 
Tabela X Resultados da análise estatística - Teste de Mann-Whitney - comparando os resultados da 
análise citológica entre Grupo de Controlo (n=11) e Grupo de Doentes com Anorexia Nervosa (n=11) 
 
 
Foi encontrado um aumento estatisticamente significativo (p< 0,0001) 
(tabela X) na frequência de micronúcleos no grupo de doentes com Anorexia 
Nervosa, relativamente ao grupo de controlo. Não foram encontradas diferenças 
significativas (p> 0,05) (tabela X) relativamente aos restantes resultados da 
avaliação citológica. 
  
 CB CD CBN CP CCC CK CKh CNB MN 
          
Média 
Rankings 
Controlo 
13,59 12,82 9,55 9,23 11,05 12,86 11,32 11,77 6,14 
Soma 
Rankings 
Controlo 
149,50 141,00 105,00 101,50 121,50 141,50 124,50 129,50 67,50 
Média 
Rankings 
Anorexia 
10,54 11,25 14,25 14,54 12,88 11,21 12,63 12,21 17,38 
Soma 
Rankings 
Anorexia 
126,50 135,00 171,00 174,00 154,50 134,50 151,50 146,50 208,50 
U Mann-
Whitney 
48,50 57,00 39,00 35,50 55,50 56,50 58,50 63,50 1,50 
Z -1,08 -0,55 -1,68 -1,88 -0,65 -0,59 -0,46 -0,16 -4,00 
P 0,28 0,58 0,09 0,06 0,52 0,56 0,64 0,88 0,00 
  
 CB= Células Basais; CD= Células diferenciadas; CBN= Células Binucleadas; CCC= Células com 
condensação de cromatina; CK= Células em Cariólise ; CKh= Células em Cariorréxis ; CNB= 
Células com nuclear buds; MN= Micronucleo ;IC= Intervalo de confiança 
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Tabela XII Resultados da análise estatística - Teste de Mann-Whitney - comparando os resultados da 
análise citológica entre Grupo Controlo (N=11) e Grupo de Doentes com Bulimia Nervosa (n=6) 
 
 
Foi encontrado um aumento estatisticamente significativo (p< 0,05) 
(tabela XI) na frequência de micronúcleos no grupo de doentes com Bulimia 
Nervosa, relativamente ao grupo de controlo. Não foram encontradas diferenças 
significativas (p> 0,05) (tabela XI) relativamente aos restantes resultados da 
avaliação citológica . 
  
 CB CD CBN CP CCC CK CKh CNB MN 
          
Média 
Rankings 
Controlo 
10,27 9,32 8,05 8,59 7,82 9,77 8,05 9,64 6,95 
Soma 
Rankings 
Controlo 
113,00 102,50 88,50 94,50 86,00 107,50 88,50 106,00 76,50 
Média 
Rankings BN 
6,67 8,42 10,75 9,75 11,17 7,58 10,75 7,83 12,75 
Soma 
Rankings BN 
40,00 50,50 64,50 58,50 67,00 45,50 64,50 47,00 76,50 
U Mann-
Whitney 
19,00 29,50 22,50 28,50 20,01 24,50 22,50 26,00 10,50 
Z -1,41 -0,35 -1,06 -0,45 -1,31 -0,86 -1,06 -0,71 -2,31 
P 0,16 0,73 0,29 0,65 0,19 0,39 0,29 0,48 0,021 
  
 CB= Células Basais; CD= Células diferenciadas; CBN= Células Binucleadas; CCC= Células com 
condensação de cromatina; CK= Células em Cariólise ; CKh= Células em  Cariorréxis ; CNB= Células com 
nuclear buds; MN= Micronucleo ;IC= Intervalo de confiança 
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Tabela XII Resultados da análise estatística - Teste de Mann-Whitney - comparando os resultados da 
análise citológica entre Grupo de Controlo (n=11) e Grupo de Doentes com Indução de Vómito atual (n=8) 
 
 
Foi encontrado um aumento estatisticamente significativo (P<0,05) (tabela 
XII) em termos da frequência de Micronúcleos no grupo de doentes com indução 
de Vómito em relação ao grupo de controlo. Não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas (p>0,05) (tabela XII) relativamente aos restantes 
resultados da avaliação citológica . 
  
 CB CD CBN CP CCC CK CKh CNB MN 
          
Média 
Rankings 
Controlo 
11,14 10,68 8,50 9,32 8,50 10,50 8,27 10,32 6,59 
Soma 
Rankings 
Controlo 
122,50 117,50 93,50 102,50 93,50 115,50 91,00 113,50 72,50 
Média 
Rankings 
GIV 
8,44 9,06 12,06 10,94 12,06 9,31 12,38 9,56 14,69 
Soma 
Rankings 
GIV 
67,50 72,50 69,50 87,50 96,50 74,50 99,00 76,50 117,50 
U Mann-
Whitney 
31,50 36,50 27,50 36,50 27,50 38,50 25,00 40,50 6,50 
Z -1,03 -0,62 -1,37 -0,62 -1,36 -0,46 -1,57 -0,29 -3,12 
P 0,301 0,535 0,171 0,535 0,172 0,648 0,115 0,770 0,002 
  
 
Grupo Controlo (n= 11); Grupo de Indução de Vómito Atual (n=8) 
CB= Células Basais; CD= Células diferenciadas; CBN= Células Binucleadas; CCC= Células 
com condensação de cromatina; CK= Células em Cariólise; CKh= Células em Cariorréxis; 
CNB= Células com nuclear buds; MN= Micronucleo ;IC= Intervalo de confiança; GIV = 
Grupo de Indução de Vómito. 
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IV. Discussão 
 
 
Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a frequência de 
micronúcleos aumentou, significativamente, quer nos doentes com Anorexia 
Nervosa, quer nos doentes com Bulimia Nervosa, o que é coincidente com os 
resultados obtidos por Torres-Bugarín et al. (2014) (5), no entanto, ao contrário 
deste autor, encontramos maior frequência de micronúcleos nos doentes com 
AN do que nos doentes com BN. 
Segundo Thomas et al. (2009) (22) uma frequência esperada de MN para 
o grupo de controlo seria de 0,3±0,8%, o que se enquadra nos resultados de 
1,05±0,25%, verificados no grupo controlo   
 Foi observado um aumento de 33,38±29,16% no número de células 
binucleadas no grupo DA relativamente ao grupo CT, no entanto não foram 
encontradas diferenças estatisticamente significativas (p> 0,05), o que não nos 
permite ter a certeza do papel destas patologias na indução de falhas na 
citocinese, nem no aumento da suscetibilidade à aneuploidia. Sugere-se que 
este aumento seja futuramente melhor estudado, uma vez que a aneuploidia está 
fortemente relacionada ao aparecimento de lesões pré-malignas e carcinomas 
da cavidade oral (26). 
 Em termos de marcadores de morte celular verificaram-se variações 
pouco significativas no número de células com condensação de cromatina, 
picnose, cariorréxis e cariólise (p>0,05) o que está de acordo com o estudo de 
Torres-Bugarín et al. (2014) (5)   
 
Importância da análise de micronúcleos da mucosa oral 
 
 As células do epitélio oral representam a localização inicial de eventos 
genotoxicos induzidos por carcinogéneos que entram no corpo por inalação ou 
ingestão (3, 27). Como cerca de 90% dos cancros tem origem epitelial, a mucosa 
26 
 
oral pode ser utilizada para monitorizar eventos genotóxicos precoces, induzidos 
por estes carcinogéneos (22, 28). 
Kamboj et al. (2007) verificaram, no seu estudo sobre cancro oral, um 
aumento progressivo do número de células à medida que passávamos de um 
epitélio normal, para uma lesão potencialmente maligna, e por último, para o 
carcinoma de células escamosas (29). Isto sugere que este teste pode ser usado 
como biomarcador para estadiar a progressão das doenças neoplásicas e atuar 
precocemente ainda antes do aparecimento de lesões clinicas.  
A aneuploidia é um fator intrínseco ao desenvolvimento maligno, sendo 
fundamental realizar uma citologia completa identificando células binucleadas, 
indicadoras de aumento de suscetibilidade a fenómenos aneuploidogénicos (24, 
28).  
O numero de Nuclear Buds alem de, tal como os MN, indicarem dano 
genotóxico, permitem-nos suspeitar da ocorrência amplificação de genes (3, 22, 
24).  
Outras patologias, de origem e desenvolvimento afastado da cavidade 
oral, podem também influenciar as características das células do epitélio oral. 
Assim, verificam-se frequências anormalmente baixas de CB, CCC e CKh em 
doentes com Alzheimer(9). A citologia completa das células bucais pode assim 
ter um papel relevante na identificação de indivíduos com alto risco ao 
desenvolvimento desta patologia. 
 
Desde 2008, um projeto internacional, denominado de HUMNxL (Human 
Micronucleus assay in exfoliated buccal cells), tem sido desenvolvido com a 
finalidade de uniformizar os resultados desta análise citológica especifica, 
averiguando a real importância de cada variável de confusão e estabelecendo 
critérios, de forma a validar as células exfoliadas da mucosa oral como 
biomarcador de risco de dano genotóxico (3, 4, 6, 7, 24, 30, 31). 
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Indução de Vómito 
 
 A indução de vómito, na BN, tem sido associado a lesões na cavidade 
oral (32). Apesar do dano genotóxico local aparentemente ser menor na AN do 
que na BN, este pode, em essência, ser sistémico, e a frequência de 
micronúcleos na mucosa oral refletir danos na camada basal cuja capacidade de 
divisão celular foi reduzida ou perdida (5).   
Doentes com PCA apresentam níveis diminuídos de secreção salivar não 
estimulada (33, 34), alterações na sua composição (33) e alteração do pH 
salivar, sendo este mais acidificado (6.38 ± 00.45) (35). Verifica-se assim uma 
redução das suas propriedades de tamponamento de fontes externas de baixo 
pH na cavidade oral, como é o caso do vómito induzido, nos doentes com ANP 
e BNP(pH≈3,8) (5).  
 
Carência de micronutrientes e dano celular 
 
As tentativas de manter o baixo peso através de restrição alimentar ou 
outros comportamentos compensatórios colocam o corpo em constante stress, 
resultando numa menor taxa metabólica de repouso e num aumento da oxidação 
lipídica (5). A má nutrição e as deficiências em cofatores, nomeadamente em 
folatos, vitamina B12, niacina e zinco, têm um impacto significativo na taxa de 
dano cromossómico (18). O ácido fólico é fundamental na prevenção da lesão 
de cromossomas, sendo este papel comprometido quando temos baixas 
concentrações plasmáticas de Vitamina B12 (36). A deficiência em 
micronutrientes chave para a manutenção do ADN, que ocorre na AN (37), pode 
produzir efeitos semelhantes aos distúrbios genéticos hereditários que diminuem 
a atividade de enzimas necessárias à estabilidade do genoma, podendo danificar 
o ADN de forma semelhante à radiação ionizante - um reconhecido agente 
carcinogénico (18). 
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Variáveis de Confusão 
 
A idade e os hábitos tabágicos são as variáveis de confusão mais 
reportadas, sendo também importantes o consumo de tabaco e álcool 
(especialmente em simultâneo), e o consumo de vitamina B (especialmente 
Vitamina B12) e de folatos (3, 22).  
 Neste estudo, para que os resultados não fossem influenciados pelo 
género, a equipa de investigação optou por aceitar apenas a inclusão de 
participantes do sexo feminino, uma vez a AN e a BN são cerca de 20 vezes 
mais comuns nesta população do que no sexo masculino (16, 17).  
 O fato de o trauma local crónico causado pelos aparelhos ortodônticos 
fixos poder estar ligado a genotoxicidade da mucosa oral é controverso, tendo 
alguns autores encontrado aumento da frequência de micronúcleos 
relativamente a controlos (38, 39), enquanto que outros não encontraram 
diferenças significativas (40, 41). De qualquer forma, dada a controvérsia, a 
utilização de aparelhagem ortodôntica fixa foi considerada como critério de 
exclusão, de forma a evitar vieses nos resultados.   
 O fumo do tabaco poderá também influenciar os resultados obtidos. 
Assim, as componentes do fumo de tabaco entram em contacto direto com a 
mucosa oral, e com ele, todos os seus elementos carcinogénicos. No entanto, o 
aumento da frequência de MN está apenas descrita para fumadores com um 
consumo ≥40 cigarros/dia (30). O efeito sinérgico do álcool com o tabaco leva ao 
aumento da frequência de MN, comparativamente à frequência verificada 
apenas com um dos elementos, de forma isolada, apresentando frequências de 
MN 4,2 (álcool + 1 a 2 maços/dias) até 8x superiores (álcool + 3-4 maços/dia) 
relativamente aos controlos (42). Com base nestes resultados optou-se pela 
exclusão dos participantes fumadoras e também dos participantes com consumo 
de álcool nos últimos 21 dias (limite máximo do turnover do epitélio). As ex-
fumadoras foram também excluídas da amostra. 
 Com o avançar da idade verifica-se um aumento da frequência de MN até  
cerca dos 70 anos, sendo que a partir desta idade as diferenças não são 
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estatisticamente significativas (3, 22, 30, 43). Assim, o estudo desenvolveu-se 
numa faixa etária delimitada, procurando minimizar a influência da idade nos 
resultados experimentais. 
 
Coloração 
 
 A técnica de coloração poderá justificar eventuais diferenças 
estatisticamente significativas, obtidas nos vários estudos (7, 24). As frequências 
de Micronúcleos mais elevadas foram observadas em estudos usando as 
colorações de giemsa e de aceto-orceína, confirmando a baixa especificidade 
destas colorações, aumentando o numero de falsos positivos quando 
comparadas com o uso de colorações especificas do DNA como é o caso do 
método de Feulgen (24). Assim, é recomendada a utilização, como método 
estandardizado, a coloração nuclear de Feulgen em conjunto com uma 
coloração Fast Green para o citoplasma (24). 
 O uso de colorações específicas para o ADN é essencial para evitar a 
classificação incorreta de corpos não nucleares, bactérias ou grânulos de 
querato-hialina como sendo MN, e aumentar o número de falsos positivos (24). 
A análise com Feulgen e Fast Green pode ser realizada tanto ao microscópio 
ótico como ao microscópio de fluorescência, pois os MN e outras anormalidades 
nucleares são facilmente identificados através da transmissão de luz e podem 
ser confirmados usando fluorescência com o filtro vermelho (far red) (24). Além 
do mais, o uso deste tipo de coloração permite a conservação das lâminas 
durante vários anos sem deterioração, e a fluorescência vermelha de Feulgen é 
única, na medida que pode ser observada sem desvanecimento da coloração, 
numa lâmina permanentemente (24)   As lâminas são melhor observadas com 
uma magnificação de 1000x, através de um microscópio ótico ou de 
fluorescência. (6, 7, 22, 24) 
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Limitações do estudo 
 
 A primeira limitação deste estudo é o tamanho da amostra. Para eventos 
raros como é o caso do aparecimento de micronúcleos ou das restantes 
anomalias celulares, a utilização de amostras mais alargadas aumenta a 
probabilidade de encontrar resultados estatisticamente significativos (31). Tendo 
em conta que a própria prevalência da AN e BN é bastante reduzida (<1%) (44), 
tornou-se difícil encontrar suficientes voluntárias que obedecessem aos critérios 
de inclusão definidos. 
 A segunda limitação prende-se com o número de células observadas em 
cada amostra. Foram observadas 1000 células por amostra, o número mínimo 
definido por Tolbert et al.(1991) (23). No entanto, a precisão é aumentada e o 
intervalo de confiança reduzido se o número de células observadas for 
aumentado. Ceppi et al. (2010) recomendam a observação de 4000 células por 
amostra (31). 
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V. Conclusão 
 
 
Este estudo demonstra um aumento da frequência de micronúcleos nas 
células exfoliadas da mucosa oral, quer na Anorexia Nervosa, quer na 
Bulimia Nervosa, independentemente de os doentes induzirem ou não o 
vómito. Estes resultados demonstram o potencial genotóxico sistémico da 
má nutrição crónica e comportamentos compensatórios destas 
perturbações de comportamento alimentar, sendo necessários mais 
estudos para aferir as consequências alongo prazo e a real importância 
destes resultados em termos clínicos. 
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Título: “Análise de Micronúcleos em Células da Mucosa Oral de Pacientes 
com Anorexia Nervosa e Bulimia Nervosa” 
 
Investigador Principal: 
Bruno Miguel Santos Carvalho 
mimd12090@fmd.up.pt 
 
Orientador: Prof. Doutor Pedro Gomes 
 
Coorientadora: Dra. Isabel Brandão 
 
Objetivos da investigação 
 
 Convidamo-lo(a) a participar neste estudo “Análise de Micronúcleos em 
Células da Mucosa Oral de Doentes com Anorexia Nervosa e Bulimia 
Nervosa” como voluntário e sem compensação monetária. 
 Este projeto de investigação tem como objetivo o diagnóstico de 
alterações genotóxicas nas células do epitélio oral, visando a possibilidade 
de identificação precoce de patologias ou fatores de risco para doenças orais. 
 Assim, será realizada uma entrevista clínica aos participantes, tendo em 
vista o preenchimento de um questionário, e será realizado um exame clínico 
extra-oral e intra-oral, bem como a recolha de células do epitélio oral para 
avaliação citológica, por procedimento não invasivo.  
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Metodologia 
 Este estudo vai decorrer no serviço de psiquiatria do Centro Hospitalar de São João e 
será supervisionado e acompanhado pelo médico responsável.  
 
 Os participantes deste estudo vão ser divididos por três grupos:  
 
Grupo A: pacientes com anorexia nervosa  
Grupo B: pacientes com bulimia nervosa  
Grupo C: grupo de controlo  
 
O protocolo de investigação englobará uma entrevista clínica tendo em vista 
o preenchimento de um questionário (em anexo), e a realização de um exame 
extra-oral e intra-oral.  
Será também realizada a recolha de células do epitélio oral através de técnica 
não invasiva para a realização de uma análise de genotoxicidade - avaliação da 
presença de micronúcleos. As células serão imediatamente fixadas e guardadas 
para posterior marcação fluorescente e avaliação microscópia da morfologia 
nuclear. As células não serão utilizadas para a realização de qualquer teste 
genético, para além da referida caracterização da morfologia nuclear. 
 
 
Resultados/ benefícios esperados 
  
 Será feita uma análise intra-oral e Extra-Oral, viusando a identificação 
precoceda presença de eventuais patologias ou necessidades de tratamento. 
Com a caracterização adicional dos micronúcleos existe ainda a possibilidade 
adicional de identificar patologias ou fatores de risco para doenças orais. 
 
Risco/ desconforto 
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 Avaliação clínica intra-oral e recolha de um esfregaço de células epiteliais 
da mucosa. Nenhum procedimento é invasivo. Será efetuado um questionário 
para despistar variáveis de confusão. 
 
 
Caráter voluntário da participação  
  
 A participação é voluntária e terá a liberdade de desistir em qualquer fase 
da investigação, se assim o desejar. 
 
Confidencialidade 
 
 Os registos obtidos a partir deste estudo são confidenciais e os resultados 
serão apresentados sem que os participantes sejam identificados. Assim, 
garante-se a confidencialidade dos participantes durante todas as fases do 
estudo. 
 
Projeto de investigação aprovado pela Comissão de Ética para a Saúde 
do Centro Hospitalar de São João, EPE. 
 
Declaro que compreendi a explicação que me foi fornecida e que me 
foram respondidas todas as questões que achei pertinentes sobre o projeto 
de investigação a que vou ser submetido e no qual aceito participar.  
 
 
 
 
 
Nome completo: _______________________________________________________  
 
 
 
 
Assinatura: ___________________________________________________________  
 
 
 
 (Bruno Miguel Carvalho)  
______/______/2015 
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Anexo IV - Declaração de Consentimento Informado, 
Esclarecido e Livre  
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Anexo V - Eating Disorder Examination Questionnaire (EDE-Q) 
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Eating Disorder Examination Questionnaire 
(EDE - Q) 
 
Nº Registo:  
 
Data:  
 
 As questões que se seguem referem-se apenas às últimas quatro semanas 
(28 dias). Por favor leia atentamente e responda a todas as questões. 
 Questões 1 a 12: Assinale o número que me melhor traduz o seu 
comportamento nos últimos 28 dias. 
 
 
Nos últimos 28 dias… 
 
 
0 
Dias 
 
1-5 
Dias 
 
6-12 
Dias 
 
13-15 
Dias 
 
16-22 
Dias 
 
23-27 
Dias 
 
Todos 
os 
dias 
1 - Tentou restringir 
deliberadamente a quantidade de 
comida ingerida para influenciar o 
seu peso ou forma corporal (quer 
tenha sido ou não bem sucedida)? 
0 1 2 3 4 5 6 
2 - Permaneceu longos períodos de 
tempo (8 ou mais horas acordada) 
sem comer nada, apenas para 
influenciar o seu peso ou forma 
corporal? 
0 1 2 3 4 5 6 
3- Tentou excluir da sua dieta 
alimentos de que gosta para 
influenciar o seu peso ou forma 
corporal (quer tenha sido ou não 
bem sucedida)? 
0 1 2 3 4 5 6 
4-Tentou cumprir regras alimentares 
bem definidas para influenciar o seu 
peso ou forma corporal (quer tenha 
ou não sido bem sucedida)?  
0 1 2 3 4 5 6 
5- Teve vontade definida de ter o 
estômago vazio, com o objetivo de 
0 1 2 3 4 5 6 
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influenciar o seu peso ou forma 
corporal?  
6- Teve vontade definida de ter o 
estômago totalmente plano?  
 
0 1 2 3 4 5 6 
7-Teve pensamentos sobre comida, 
comer ou calorias que dificultaram 
muito a sua concentração noutras 
atividades de interesse (por 
exemplo, durante o trabalho, 
enquanto lia um livro, durante uma 
conversa)? 
 
0 
 
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
8- Teve pensamentos sobre o peso 
ou forma corporal que dificultaram 
muito a sua concentração noutras 
atividades de interesse (por 
exemplo, durante o trabalho, 
enquanto lia um livro, durante uma 
conversa)?  
0 1 2 3 4 5 6 
9- Teve medo bem definido de 
perder o controlo sobre os seus 
comportamentos alimentares?  
 
0 1 2 3 4 5 6 
10- Teve medo bem definido de ter 
aumentado o peso corporal?  
 
0 1 2 3 4 5 6 
11- Sentiu-se gorda 0 1 2 3 4 5 6 
12- Teve uma forte vontade de 
perder peso 
0 1 2 3 4 5 6 
 
Nas questões 13 a 18 deve indicar o número que considerar mais adequado na 
coluna à direita. 
 
Nos últimos 28 dias… 
 
 
Nº 
13 – Quantas vezes comeu o que outras pessoas considerariam uma 
anormalmente grande quantidade de comida (dadas as circunstancias)? 
 
14- …Em quantas destas vezes no momento em que estava a comer teve 
a sensação de perda de controlo sobre o seu comportamento alimentar?  
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15- ...Em quantos dias ocorreram esses episódios de excesso alimentar 
(episódios em que consumiu uma quantidade exagerada de alimentos e 
sentiu perda de controlo sobre o comportamento alimentar)?  
 
 
16- Para controlar o peso e a forma do corpo, quantas vezes induziu o 
vómito? 
 
17- Quantas vezes consumiu laxantes com o objectivo de controlar o 
peso e a forma do corpo?  
 
18- Quantas vezes praticou exercício de forma compulsiva de forma a 
controlar o peso, forma do corpo ou “queimar calorias”? 
 
 
Nas questões 19 a 21 selecione o que melhor traduz o seu comportamento nos 
últimos 28 dias: 
 
 
Nos últimos 28 dias… 
 
 
0 
Dias 
 
1-5 
Dias 
 
6-12 
Dias 
 
13-15 
Dias 
 
16-22 
Dias 
 
23-27 
Dias 
 
Todos 
os 
dias 
19- Em quantos dias 
comeu em segredo 
(furtivamente), sem 
contar com o binge 
eating*? 
0 1 2 3 4 5 6 
 Nenhuma Poucas Menos 
de 
Metade 
 
Metade Mais de 
Metade 
 
A 
maioria 
Sempre 
20-Pensando no 
número total de vezes 
em que comeu, em que 
proporção se sentiu 
culpada (sensação de 
ter feito algo errado) por 
causa dos efeitos sobre 
o seu peso ou forma 
corporal? 
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 Nenhum  Ligeiro  Moderado  Elevado 
21- Qual o seu grau de 
preocupação por outras 
pessoas a verem 
comer? 
       
 
Adaptado de Christopher G Fairburn and Sarah Beglin, 2008 
 
*Binge Eating: Comer uma quantidade anormal de comida tendo em conta as 
circiunstancias, acompanhada de perda de controlo sobre o comportamento 
alimentar. 
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Anexo VI Dados do Participante 
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A. Informações Gerais do Paciente. 
 
Nº Registo:  Data: 
Idade: Raça:  Sexo:  
Profissão/Ocupaçao: 
Nível de Escolaridade: 
 
Peso (Kg): 
Altura (m): 
IMC (kg/m2):  
 
1. Patologias/ manifestações sistémicas presentes:  
 
 
(1.1) Nenhuma □  
(1.2) Arritmia □ 
(1.3) Cardiomiopatia □ 
(1.4) Azia □ 
(1.5) Diarreias sanguinolentas □  
(1.6) Refluxo-gástrico □  
(1.7) Rutura gástrica □  
(1.8) Rutura esofágica □  
(1.9) Pancreatite □  
(1.10) Diabetes Mellitus □  
(1.11) Hipotiroidismo □ 
(1.12) Hipertiroidismo□  
 
 
(1.13) Osteoporose □  
(1.14) Dores nos ossos □  
(1.15) Miopatia □  
(1.16) Depressão □ 
(1.17) Ansiedade □  
(1.18) Doença obsessiva compulsiva 
□  
(1.19) Alterações de personalidade 
□  
(1.20) Alcoolismo □  
(1.21) Toxicodependência □  
(1.22) Anorexia Nervosa □  
(1.23) Bulimia Nervosa □  
(1.24) 
Outras:_____________________  
 
 
1. Medicação Habitual 
 
Fármacos e Posologia  
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2. Diagnóstico de distúrbio alimentar?  
 
(3.1) Anorexia Nervosa □  
(3.1.1) Tipo restritivo □ 
(3.1.2) Tipo Purgativo □  
 
(3.2) Bulimia Nervosa □  
(3.2.1) Tipo Jejum prolongado/ exercício físico excessivo □  
(3.2.2) Tipo Purgativo□  
 
3.  Em que idade se iniciaram os problemas 
alimentares?___________________  
 
 
4. Em que idade foi feito o diagnóstico de anorexia nervosa ou bulimia 
nervosa?_____________________________________________________
_____  
 
6.  História presente/ passada de hábitos purgativos:  
 
(6.1) Não □  
(6.2) Sim □ 
(6.2.1) Indução de vómito □  
(6.2.2) Uso de laxantes e/ou diurético □  
 
7. Quando se iniciaram os hábitos purgativos? Duração do hábito?  
 
_______________________________________________________________ 
 
 
8. Quantas vezes, por dia, vomita/ induz o vómito?  
 
_______________________________________________________________ 
 
_______________________________________________________________  
 
9. Que estímulo utiliza para indução do vómito?  
 
 
(9.1) Dedos □ 
(9.2) Objetos □ Qual/ Quais?______________________________________ 
 
 
10. Hábitos tabágicos: 
 
(12.1) Nunca fumou □  
(12.2) Fumador □ Nº cigarros/dia:__________________  
(12.3) Ex-fumador □ Há quanto tempo deixou de fumar?_______________ 
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Anexo VII Protocolo de coloração das Lâminas  
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1. Transferir as células frescas ou fixadas de ambas as bochechas para 
tubos de centrifugação TV-10 . 
 
2.   Centrifugar as células durante 10 minutos a 581g e temperatura ambiente. 
 
3.   Aspirar o remanescente deixando aproximadamente 1mL de suspensão 
celular e substituir por 5mL de “buccal cell buffer”. Vortexar as células com 
brevidade. 
 
4.   Centrifugar as células durante 10 minutos a 581g e temperatura ambiente. 
 
5.   Aspirar o remanescente e resuspender as células noutros 5mL de solução 
tampão. Os melhores resultados são obtidos com duas lavagens com 
solução tampão. Este tamponamento ajuda a inativar DNAses endógenas 
presentes na cavidade oral e remover bactérias e detritos celulares que 
poderiam complicar a classificação. 
 
6.  Remover o remanescente e substituir por 5mL de tampão de células 
bucais. 
 
7.  Vortexar a suspensão celular e então homogeneizar durante 2-3 minutos 
usando um homogeneizador de tecidos manual para aumentar o numero de 
células unitárias em suspensão. 
 
8.  Reunir as células dos tubos da bochecha esquerda e direita em recipientes 
de 30mL, antes de extrair as células para uma seringa usando uma agulha 
de 18G. 
 
9.  Para remover os grandes agregados de células não separadas, passar as 
células num tubo TV-10 através de um filtro de 100µm de nylon seguro por 
um apoio Swinex. 
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10.   Centrifugar as células por 10 minutos a 581g a temperatura ambiente e 
remover o remanescente. Resuspender as células em 1mL de tampão de 
células bucais. 
 
11.   Para contar as células usando um contador de Coulter, o instrumento 
deve ser configurado para contagem de células humanas da mucosa oral. 
 
12.   Diluir 300µl de suspensão ceular em 15ml de Isoton. 
 
13.   Efetuar a contagem em duplicado para obtermos o número de células 
médio. 
 
14.   Diluir a suspensão celular para 80,000 células ml-1. Para ajudar ainda 
mais na desagregação celular e obter laminas com preparações de células 
claramente separadas, adicionar 50µl de DMSO por ml de suspensão celular. 
 
15.   Preparação com citocentrifugadora  
 
 i.    Seguir as recomendações do fabricante da citocentrifugadora. Assegurar 
que cada lâmina de microscópio é marcada com um código que corresponda 
ao dador. 
 
ii.   Resuspender as células completamente usando uma pipeta de Pasteur 
ou de Gilson para as desintegrar. 
 
iii.    Adicionar 120µl da suspensão celular no fundo de cada copo de amostra. 
 
iv.   Trocar e fechar a tampa do rotor e centrifugar as células por 5 minutos a 
600 rotações por minuto entre 18 e 20º C. 
 
v.    Após o término do spin, colocar o rotor na cabine de segurança e seguir 
as instruções de segurança para abrir cada porta-lâminas. 
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vi.   Deixar secar ao ar cada lâmina de microscópio exatamente 10 minutos à 
temperatura ambiente. 
 
vii.  Fixar as células num cavalete de corar láminas contendo 200ml de etanol: 
mistura glacial de ácido acético (3:1) durante 10 minutos seguido por outra 
secagem de 10 minutos à temperatura ambiente. 
 
viii. Desinfetar os copos da citocentrifugadora com uma solução de hipoclorito 
de sódio a 1% (vol/vol) por 30 minutos e então lavar abundantemente (6 
vezes) em água Mili-Q. 
 
     ix.  Deixar secar completamente. 
 
x.  Colocar as lâminas com as células fixadas por 1min em jarros Coplin 
contendo álcool a 50% (vol/vol) e a 20%(vol/vol). 
 
16. Lavar as células por 2 minutos num jarro de Coplin contendo água 
purificada Mili-Q. 
 
17.  Colocar as lâminas num jarro Coplin contendo 5M HCl por 30 minutos. 
 
18.  Lavar em água corrente por 3 minutos. 
 
19. Colocar uma lâmina em água Mili-Q em vez de 5M HCl para servir de 
controlo negativo para a eficácia do tratamento com 5M HCl. 
 
20.  Escoar as lâminas mas sem as deixar secar completamente e coloca-las 
num jarro Coplin contendo reagente de Shiff por 60 minutos no escuro à 
temperatura ambiente. 
 
21.  Lavar as lâminas em água corrente por 5 minutos e então lavar bem com 
água Mili-Q. 
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22.  Colocar as lâminas num jarro de Coplin contendo uma solução de Light 
Green a 0.2% (peso/vol). 
 
23.  Lavar bem com água Mili-Q. 
 
24. Para remover qualquer humidade residual, colocar imediatamente as 
lâminas viradas para baixo num papel de filtro de Whatman. 
 
25.  Colocar as lâminas numa tina e deixar secar cerca de 10-15 minutos. 
 
26. Examinar a eficácia da coloração e a densidade das células a uma 
ampliação de 100x e de 400x. 
 
27.  Deixar as lâminas secar completamente por 30 minutos antes de aplicar 
lamelas. 
 
28.   Colocar as lâminas num papel de tecido e colocar uma lamela ao lado 
de cada uma. 
 
29.   Colocar duas gotas grandes de DePex (para evitar inalação realizar este 
passo com exaustor e com luvas de nitrilo), usando um conta-gotas de 
plástico, em cada uma das lamelas no local correspondentes às células. 
 
30.   Inverter a lâmina e colocar na lamela. Deixar o DePex escorrer. 
 
31.   Inverter a lâmina, ficando a lamela fique virada para cima, e pressionar 
gentilmente a lamela para eliminar algum excesso de DePex ou bolhas de ar. 
 
32.  Colocar as laminas numa tina e deixa-las durante a noite a secar no 
exaustor. 
 
33.  Guardar as lâminas em caixas de lâminas à temperatura ambiente.  
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